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Abstrak 
Senyawa pektin dapat menyebabkan jus jeruk tampak keruh dan berkabut. Klarifikasi dengan enzim 
pektinase dapat dilakukan untuk menghilangkan kekeruhan tersebut. Enzim pektinase diisolasi dari bakteri 
pektinolitik yang diperoleh dari limbah kulit jeruk. Tujuan dari penelitian ini yaitu mengisolasi dan mengkarakterisasi 
bakteri pektinolitik dari limbah kulit jeruk, menentukan karakter enzim pektinase (pH optimum, suhu optimum, KM 
dan Vmaks) dan mengetahui pengaruh enzim pektinase dalam klarifikasi jus jeruk manis. Hasil pewarnaan Gram dan 
pewarnaan endospora menunjukkan bahwa semua isolat bakteri yang didapatkan termasuk bakteri Gram negative 
dan tidak menghasilkan spora. Dari sepuluh isolat bakteri dipilih tiga isolat yang menghasilkan enzim yang terbaik 
dalam proses klarifikasi jus jeruk manis yaitu isolat 2, 3 dan 9.  Isolat dipilih berdasarkan pada nilai viskositas yang 
rendah, nilai total padatan terlarut yang tinggi dan nilai transmitansi yang tinggi. Karakter enzim ditentukan 
berdasarkan pH optimum, suhu optimum, kestabilan pH dan suhu, nilai KM dan Vmaks. Isolat 2, 3 dan 9 optimum 
pada pH 4,0, Isolat 2 optimum pada suhu 450C, Isolat 3 dan 9 optimum pada suhu 500C. Isolat 2, 3 dan 9 stabil 
pada kisaran pH 3,0-4,0 dan suhu 30-500C. Nilai KM isolat 2, 3 dan 9 berturut-turut yaitu 0,0246; 0,0199; 0,0170 
mg/ml, sedangkan nilai Vmaks berturut-turut yaitu 0,0402; 0,0393; 0,0386 U/ml.  
Kata kunci: enzim pektinase, jus jeruk manis, klarifikasi jus, pektin 
 
Pendahuluan 
Buah jeruk merupakan salah satu buah yang 
mudah didapatkan dan memiliki banyak manfaat untuk 
kesehatan. Jeruk umum dikonsumsi dalam bentuk jus. 
Jus merupakan salah satu dari bentuk sari buah. 
Menurut Syamsir (2010), sari buah adalah cairan buah 
(juice) jernih atau keruh yang tidak difermentasi 
diperoleh dari proses ekstraksi buah dengan proses 
mekanis, dan memiliki karakteristik warna, bau dan 
flavor seperti buah asalnya. Berdasarkan teknologi 
proses yang digunakan, dikenal tiga bentuk akhir 
produk sari buah, yaitu sari buah (juice), konsentrat 
(pekatan) sari buah dan bubuk sari buah. Kendala 
dalam pemanfaatan buah jeruk menjadi jus adalah 
kekeruhan dari jus jeruk tersebut. Jus jeruk asli 
biasanya berwarna kuning pucat, keruh, dan ada 
endapan.  
Klarifikasi jus jeruk dapat dilakukan dengan 
filtrasi atau sentrifugasi untuk mengendapkan pulp. 
Pektin larut air dalam jus jeruk masih menyebabkan 
kekeruhan dan dapat menyumbat pori membran filter 
sehingga menghambat proses klarifikasi (Pilnik and 
Voragen, 1993). Oleh karena itu, pada industri sari 
buah adanya pektin ini menjadi masalah untuk 
menghasilkan produksi jus yang jernih. Jus akan 
menjadi keruh dan berkabut atau bahkan berikatan 
dengan partikel lain membentuk partikel yang lebih 
besar, jika pektin tetap berada dalam suspensi.  
Pektinase adalah kelompok enzim yang 
mendegradasi substansi yang mengandung pektin 
menjadi fraksi yang lebih kecil sehingga mengakibatkan 
pengurangan viskositas, mengurangi pembentukan gel 
dan meningkatkan konsentrasi jus (Screenath et al., 
1987). Oleh karena itu, penggunaan enzim pektinase 
dalam klarifikasi jus jeruk ini diharapkan dapat 
mengurangi pembentukan gel pada jus jeruk, dan 
terutama pada jus jeruk manis. Karena hasil perasan 
jeruk manis akan berubah menjadi gel ketika dibiarkan 
beberapa saat tanpa perlakuan tertentu.  
Jeruk manis merupakan jeruk dengan bentuk 
bulat atau oval, diameter berkisar 5,7-9,5 cm, dengan 
warna kuning kehijauan ke oranye dan kulit melekat 
erat. Buah terdiri dari kulit luar, yang meliputi epidermis, 
flavedo, kelenjar minyak, dan Albedo ikatan pembuluh. 
Kaya akan glukosida, flavonones, pektin dan enzim 
pektik (Hashmi et al., 2012). Jeruk manis cocok untuk 
dibuat minuman segar seperti jus, karena rasa yang 
manis segar. Selain itu jeruk ini kurang cocok sebagai 
hidangan meja karena susah dalam pengupasan kulit 
dan buahnya, paling cocok untuk diperas untuk diambil 
sari atau air dari jeruk tersebut.  
Pektinase terdapat secara alami pada organisme 
dan telah banyak diisolasi dari fungi seperti Aspergillus 
indicus, A. flavus, A. niveus (Angayarkanni et al. 2002), 
dan juga dari bakteri seperti Erwinia carotovora, E. 
crysanthemi (Sittidilokratna et al. 2007), Bacillus 
sphaericus (Jayani et al., 2010). Keunggulan bakteri 
antara lain bakteri memiliki laju pertumbuhan sel yang 
cepat, mudah dibiakkan pada kondisi nutrisi, suhu dan 
pH yang bervariasi dan kemampuan membentuk 
endospora. 
Isolat bakteri pektinolitik dapat diperoleh dari 
sumber pektin yang melimpah seperti sampah kulit 
buah jeruk yang selama ini belum dimanfaatkan secara 
maksimal, isolat bakteri pektinolitik ini yang akan 
digunakan untuk memperoleh enzim pektinase yang 
digunakan dalam proses klarifikasi jus jeruk. Dari 
penelitian ini diharapkan mendapatkan cara yang efektif 
untuk klarifikasi jus jeruk. Jus jeruk merupakan salah 
satu jus yang banyak diminati masyarakat tetapi industri 
mengalami kendala dalam klarifikasinya karena adanya 
pektin yang larut dalam jus, pektin ini akan 
menyebabkan timbulnya gel terutama apabila jeruk 
yang digunakan adalah jeruk manis. 
Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi dan 
mengkarakterisasi bakteri pektinolitik dari limbah kulit 
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jeruk, menentukan karakter enzim pektinase (pH 
optimum, suhu optimum, KM dan Vmaks) dan mengetahui 
pengaruh enzim pektinase dalam klarifikasi jus jeruk 
manis. Manfaat penelitian ini adalah memberikan 
informasi ilmiah yang bermanfaat dalam ilmu 
pengetahuan dan teknologi di bidang pangan 
khususnya mengenai peran pektinase dari isolat bakteri 
pektinolitik dari sampah kulit buah jeruk dalam 
klarifikasi jus jeruk manis. Sehingga memberikan 
inovasi pada pengolahan jeruk manis dan memperbaiki 
mutu jus jeruk manis. Selain itu juga bermanfaat dalam 
pemanfaatan sampah kulit jeruk.  
 
Materi dan Metode 
Materi 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah jeruk manis, yeast extract (Merck), Na2HPO4 
(Merck), KH2PO4 (Merck), MgSO4.7H2O (Merck), KCl 
(Merck), pektin citrus (sigma), bacteriological agar 
(Merck), pewarna Gram A, Gram B, Gram C, Gram D, 
NaCl, larutan CuSO4 encer, glukosa anhidrat, natrium 
asetat (CH3COONa), asam asetat (CH3COOH), dan 
amonium sulfat. Peralatan yang digunakan adalah 
sentrifuse (hettich zentrifuger mikro 22R), 
spektrofotometer UV-VIS (shimadzu), pH meter , hand 
refractometer (ATAGO), viscometer, inkubator (p-
selecta), hot plate (ika labor technik), waterbath 
(memmert), timbangan analitik (mettler toledo), vortex 
(heidolp reax control), dan mikroskop (yazumi).  
 
Metode 
Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Pektinolitik 
Sampel limbah kulit buah jeruk dihaluskan 
dengan mortar steril dan kemudian ditimbang tepat 
sebanyak 5 g. Sampel tersebut diencerkan dengan seri 
pengenceran 10-1–10-6 dengan larutan pengencer 
garam fisiologis (NaCl) 0,85%. Dari setiap pengenceran 
diambil sebanyak 1 ml dan diinokulasikan secara pour 
plate dengan media pektin agar sebagai media selektif 
bakteri pektinolitik. Inkubasi dilakukan pada suhu 37C 
dan 50C selama 24-48 jam. Pemurnian isolat dilakukan 
dengan quadrant streak. Morfologi koloni bakteri 
diamati berdasarkan bentuk, tepian, elevasi, struktur 
dalam, warna dan diameter. Karakterisasi isolat bakteri 
dilakukan berdasarkan morfologi koloni dan morfologi 
sel isolat bakteri meliputi pewarnaan gram, pewarnaan 
endospora, dan pengukuran sel. Uji biokimia dilakukan 
dengan uji katalase.  
 
Penentuan Isolat Uji 
Penentuan isolat uji berdasarkan aktivitas enzim 
(U/ml) menggunakan metode DNS , jumlah sel/ml dan 
klarifikasi jus jeruk manis (viskositas, %T dan total 
padatan terlarut) dan depolimerasi pektin cair 1% 
(viskositas dan %T).  
 
Produksi, Ekstraksi dan Pemurnian Enzim Pektinase 
Stok inokulum sebanyak 10% diinokulasikan 
pada media produksi enzim. Agitasi dengan kecepatan 
144 rpm dilakukan sampai fase logaritma sesuai 
dengan kurva pertumbuhan isolat. Kultur isolat pada 
fase logaritma disentrifugasi pada suhu 4C dengan 
kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. Supernatan 
dipresipitasi dengan fraksinasi ammonium sulfat 10%-
90% untuk memisahkan enzim. Sentrifugasi dilakukan 
pada kecepatan 12.000 rpm suhu 4C selama 10 menit. 
Uji aktivitas enzim dilakukan pada fase supernatan 
dengan metode DNS. Fraksi kejenuhan dengan 
aktivitas enzim tertinggi digunakan dalam uji 
selanjutnya. Dialisis dilakukan untuk memisahkan 
molekul protein dengan berat molekul kurang dari 12 
kDa dan molekul nonprotein. Fase dengan aktivitas 
enzim tertinggi dimasukkan dalam kantung membran 
selofan (cut off 12 kDa). Dialisis dilakukan dengan 
merendam kantung membran selofan dalam 300 ml 
larutan buffer asetat 0,05 M pH 5,2 dalam gelas beaker 
600 ml dan diaduk dengan magnetik stirer selama 24 
jam didalam cool chamber bersuhu 4C. Aktivitas enzim 
dianalisis dengan metode DNS. 
 
pH Optimum Enzim  
Enzim sebanyak 0,1 ml ditambah 0,9 ml media 
pereaksi (0,7% (w/v) pektin citrus dan larutan buffer 
sodium asetat 0,025 M) dengan pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 
dan 5,5. Larutan diinkubasi pada suhu 37C selama 30 
menit. Sampel dianalisis dengan metode DNS.  
 
Suhu Optimum Enzim  
Enzim sebanyak 0,1 ml ditambah 0,9 ml media 
pereaksi (0,7% (w/v) pektin citrus dan larutan buffer 
sodium asetat 0,025 M pH 4,8) pada suhu inkubasi 
suhu 35; 40; 45; 50; dan 55oC selama 30 menit. Sampel 
dianalisis dengan metode DNS. 
 
Penentuan [S], nilai KM dan Vmaks 
Enzim sebanyak 0,1 ml ditambah 0,9 ml media 
pereaksi  (0,7% (w/v) pektin citrus, [S] sesuai perlakuan 
yaitu 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 dan 0,8 mg/ml dan larutan 
buffer sodium asetat 0,025 M pH 4,8). Larutan 
diinkubasi pada suhu 37C selama 30 menit. Sampel 
dianalisis dengan metode DNS. 
Nilai KM dan Vmaks ditentukan dengan kurva 1/[S] 
terhadap 1/aktivitas enzim sehingga diperoleh garis 
linier dengan hubungan 1/v = 1/Vmaks + KM/Vmaks. 1/[S] 
atau y = a+ bx dengan Y = 1/aktivitas enzim atau 
1/kecepatan enzim (1/v), X = 1/konsentrasi substrat 
(1/[S]). Sehingga untuk menentukan Vmaks dan KM (½ 
Vmaks) adalah a = 1/Vmaks maka Vmaks = 1/a, b = KM/Vmaks 
maka KM = b.Vmaks 
 
Penentuan Kestabilan Enzim 
Kestabilan pH enzim dilakukan dengan enzim 
sebanyak 0,1 ml diinkubasi dalam 0,1 ml buffer sodium 
asetat 0,025 M pH 3,4,5,6,7,8,9 dan 10 selama 30 
menit pada suhu 50C. Kestabilan suhu enzim dilakukan 
dengan enzim sebanyak 0,1 ml diinkubasi dalam 0,1 ml 
buffer sodium asetat 0,025 M pH 7,0 selama 30 menit 
pada suhu 30,40,50,60,70,80 dan 90C. Aktivitas enzim 
dianalisis dengan metode DNS (Ordonez et al, 1998 
dengan modifikasi). 
 
Analisis Data 
Karakter morfologi koloni dan sel bakteri 
dianalisis secara kualitatif. Kurva standar asam D-
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galakturonat, kurva standar isolat, aktivitas enzim 
pektinase dan konstanta kinetika enzim KM dan Vmaks 
ditentukan dengan regresi linier. 
 
Hasil dan Pembahasan 
Sebanyak 4 isolat bakteri pektinolitik diperoleh 
dari sampel campuran berbagai kulit jeruk yang 
diinkubasi pada suhu 37oC dan diperoleh 2 isolat 
bakteri pektinolitik dari sampel yang sama dengan suhu 
inkubasi 50oC. Sebanyak 2 isolat bakteri pektinolitik 
diperoleh dari sampel kulit jeruk pontianak yang 
diinkubasi pada suhu 37oC dan juga diperoleh 2 isolat 
bakteri pektinolitik dari sampel yang sama dengan suhu 
inkubasi 50oC.  
 
(a) 
(b) 
(c) 
Gambar 1. Hubungan antara pH dengan Aktivitas 
Enzim Isolat 2 (a), 3(b) dan 9(c) 
 
 Berdasarkan hasil dari penentuan isolat uji, dipilih 
3 isolat dari 10 isolat yang didapat pada tahap isolasi 
yaitu isolat 2, 3, dan 9. Isolat 2 dan 3 merupakan isolat 
hasil isolasi dari campuran berbagai kulit jeruk yang 
diinkubasi pada suhu 37oC sedangkan isolat 9 
merupakan isolat hasil isolasi dari kulit jeruk pontianak 
yang diinkubasi pada suhu 50oC. Bakteri pektinolitik 
isolat 2 dan 3 berbentuk batang, Gram negatif, katalase 
positif dan tidak membentuk spora. Bakteri pektinolitik 
isolat 9 berbentuk bulat, Gram negatif, katalase positif 
dan tidak membentuk spora.  
Fase logaritma ditentukan untuk penentuan 
waktu produksi enzim. Waktu produksi enzim setiap 
isolat ditentukan berdasarkan akhir fase logaritma 
sebelum masuk fase stationer isolat tersebut. Isolat 2 
menunjukkan akhir fase logaritma pada jam ke 6, 
sedangkan untuk isolat 3 jam ke 3 dan isolat 9 jam ke 
10.  
Karakterisasi dilakukan terhadap enzim hasil 
dialisis. Enzim isolat 2, 3, dan 9 optimum pada pH 4,0. 
Perubahan pH pada skala deviasi kecil menyebabkan 
turunnya aktivitas enzim sehubungan dengan 
perubahan ionisasi gugus-gugus fungsionilnya karena 
pada hakekatnya enzim adalah protein yang tersusun 
atas asam amino yang dapat mengadakan ionisasi 
(mengikat) dan melepaskan proton atau ion hidrogen 
pada gugus amino, karboksil dan gugus fungsionil 
lainnya. Sebaliknya, pada skala deviasi pH yang besar, 
perubahan pH akan mengakibatkan enzim mengalami 
denaturasi sehubungan dengan adanya gangguan 
terhadap berbagai interaksi non kovalen yang menjaga 
kestabilan struktur 3 dimensi enzim. Gugus ionik 
berperan penting dalam menjaga konformasi sisi aktif 
enzim untuk mengikat dan mengubah substrat menjadi 
produk (Hames and Hooper, 2000). 
 
Tabel 1. Nilai KM (mg/ml) dan Vmaks (U/ml) Enzim Isolat 
2, 3 dan 9 
Isolat KM (mg/ml) Vmaks (U/ml) 
2 0,024597424 0,040257649 
3 0,019921415 0,039292731 
9 0,017017578 0,038632413 
 
 Suhu optimum untuk enzim isolat 3 dan 9 adalah 
50oC, sedangkan suhu optimum enzim isolat 2 adalah 
45oC. Menurut Grampp, et al., (1978), Proses klarifikasi 
jus jeruk yang melibatkan enzim biasanya berlangsung 
pada suhu 35-55oC. Oleh karena itu, enzim ini dapat 
digunakan dalam proses klarifikasi jus jeruk.  Adanya 
peningkatan suhu akan meningkatkan energi kinetik, 
sehingga menambah intensitas tumbukan antara 
substrat dan enzim. Akan tetapi, peningkatan suhu 
lebih lanjut akan menurunkan aktivitas enzim. Hal ini 
disebabkan karena enzim akan mengalami denaturasi. 
Enzim mengalami perubahan konformasi pada suhu 
yang terlalu tinggi, sehingga substrat terhambat dalam 
memasuki sisi aktif enzim (Yusriah dan Kuswytasari, 
2013). 
Kinetika enzim menginvestigasi bagaimana 
enzim mengikat substrat dengan mengubahnya 
menjadi produk. Analisis kinetika reaksi enzimatis 
meliputi laju reaksi maksimum (Vmaks) dan konstanta 
Michaelis-Menten (KM). Dalam reaksi enzim dikenal 
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kecepatan reaksi hidrolisis, penguraian atau reaksi 
katalisasi lain yang disebut velocity (V). Harga V dari 
suatu reaksi enzimatis akan meningkat dengan 
bertambahnya konsentrasi substrat [S], akan tetapi 
setelah [S] meningkat lebih lanjut akan sampai pada 
kecepatan yang tetap. Pada konsentrasi enzim tetap 
(tertentu) harga V hampir linier dengan [S]. Pada 
kondisi dimana V tidak dapat bertambah lagi dengan 
bertambahnya [S] disebut kecepatan maksimum 
(Vmaks). Vmaks merupakan salah satu parameter kinetika 
enzim. Parameter kinetika enzim yang lain adalah 
konstanta Michaelis-Menten, yang lebih dikenal dengan 
Km. Km merupakan konsentrasi substrat yang separuh 
dari lokasi aktifnya telah terisi, yaitu bila kecepatan 
reaksi enzim telah mencapai ½ Vmaks (Wiseman, 
1989). 
 
(a)  
(b) 
(c) 
Gambar 2. Hubungan antara Suhu dengan Aktivitas 
Enzim Isolat 2(a) , 3(b), dan 9(c) 
 
Enzim isolat 2 menunjukkan nilai Km dan Vmaks 
terbesar sedangkan enzim isolat 9 menunjukkan nilai 
Km dan Vmaks terkecil. Oleh karena enzim isolat 2 
menunjukkan nilai Km terbesar maka enzim ini memiliki 
afinitas yang terendah terhadap substrat pektin. Dan 
enzim isolat 9 menunjukkan nilai Km terkecil maka 
memiliki afinitas yang tertinggi terhadap substrat pektin 
sehingga enzim isolat 9 lebih berperan dalam proses 
klarifikasi jus jeruk. 
 
Kesimpulan 
Sebanyak 10 isolat bakteri pektinolitik diperoleh 
dari hasil isolasi dari sampah kulit jeruk. Isolat uji yang 
digunakan adalah isolat 2,3, dan 9. Ketiga isolat 
tersebut memiliki karakter bentuk sel bulat, gram 
negatif, tidak membentuk endospora dan katalase 
positif. Enzim isolat 2, 3, dan 9 optimum pada pH 4,0 
dan suhu 50 oC. Enzim isolat 2 dan 3 stabil pada pH 
3,0-4,0 dan inaktif pada pH 9. Enzim isolat 9 stabil pada 
pH 3,0-5,0 dan inaktif pada pH 9. enzim isolat 2, 3 dan 
9 stabil pada suhu 30-50oC dan mulai menunjukkan 
penurunan aktivitas pada suhu 60oC dan inaktif pada 
suhu 90oC. Nilai KM enzim isolat 2, 3, dan 9 adalah 
0,0246; 0,0199; dan 0,0170 mg/ml. Nilai Vmaks  enzim 
isolat 2, 3, dan 9 adalah 0,0403; 0,0393; dan 0,0386 
U/ml. Enzim dari ketiga isolat tersebut dapat 
menurunkan viskositas jus jeruk dan pektin cair 1%, 
meningkatkan kecerahan jus jeruk berdasarkan pada 
peningkatan nilai transmitansi dan meningkatkan total 
padatan terlarut pada jus jeruk dan pektin cair 1%. 
 
Saran 
Perlu dilakukan uji tambahan seperti oxidase 
test, kebutuhan Na+ untuk tumbuh, dan glucose 
fermentation, untuk menentukan genus bakteri. Untuk 
mendapatkan enzim yang lebih murni, purifikasi enzim 
dapat dilanjutkan dengan kromatografi filtrasi gel atau 
kromatografi penukar ion. Untuk mengetahui berat 
molekul protein enzim dilakukan pengujian dengan 
elektroforesis SDS-PAGE. 
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